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Tematem  tej pracy  naukowej  jest  regulacja  ekspresji  genów u  bakterii Bacillus  subtilis. Do 
badania  tych  procesów  posłużono  się  w  głównej  mierze  nowoczesną  technologią 
mikromacierzy DNA (ang. DNA microarrays lub DNA chips). 
 
Bakterie 
 
Bakterie  to  jedna z najprostszych  form  życia na ziemi. Są  to mikroorganizmy występujące 
wszędzie wokół  nas w  niezliczonych  formach  i  rodzajach.  Zbudowane  są  z  pojedynczej 
komórki,  która  sprawuje  pełną  kontrolę  nad wszelkimi  zachodzącymi w  niej  procesami. 
Bakterie posiadają niezwykłą umiejętność dostosowywania  się do otoczenia, dzięki  czemu 
mogą przeżyć nawet w najbardziej niekorzystnych dla nich środowiskach takich jak solanki, 
siarczane  i  termalne  źródła.  Nic  dziwnego  zatem,  że  są  najczęściej  spotykanym  typem 
organizmu  na  naszej  planecie.  Występują  zarówno  głęboko  w  skorupie  ziemskiej  jak  i 
wysoko w  atmosferze. Można  je  spotkać  na  lodowcach Antarktydy,  a  nawet  na  terenach 
radioaktywnych.  Doskonałym  środowiskiem  życia  są  dla  nich  również  inne  organizmy, 
czego  prominentnym  przykładem  jest  ciało  człowieka. Naukowcy  szacują,  iż w  ludzkich 
jelitach i na naszej skórze żyje ok. 500 do 1000 gatunków bakterii. Co ciekawe, w/na naszym 
ciele znajduje się co najmniej dziesięć razy więcej komórek bakteryjnych (ok. 100 trylionów) 
niż ludzkich (ok. 10 trylionów) o łącznej masie przekraczającej 1 kg!  
 
Bakterie  można  w  uproszczeniu  podzielić  na  pożyteczne  i  szkodliwe.  Istnieją  bakterie 
wywołujące  choroby  (np.  Salmonella,  Listeria  czy  bakteria  wywołująca  gruźlicę)  czy 
powodujące psucie żywności. Nie wszystkie bakterie  jednak są nieprzyjazne dla otoczenia. 
Większość  z  nich  ma  pozytywny  wpływ  na  przebieg  procesów  biologicznych.  Bakterie 
znajdujące się w jelitach wspomagają działanie układu trawiennego, a te na błonie śluzowej 
nosa czy oczu przyczyniają sie do utrzymania właściwego środowiska chroniąc tym samym 
nasz  organizm  przed  wpływem  szkodliwych  drobnoustrojów.  Inne  bakterie  natomiast 
wykorzystywane są do produkcji pożywienia np. jogurtów czy sera. 
 
Właściwości bakterii, w tym możliwość dostosowywania się do zmian środowiska, podobnie 
jak  cechy  wszystkich  innych  organizmów  zapisane  są  w  ich  DNA  (skrót  od:  kwas 
deoksyrybonukleinowy)  w  postaci  informacji  genetycznej.  Zbudowane  z  DNA  geny  są 
właściwym nośnikiem  tej  informacji. Niektóre organizmy posiadają  zaledwie kilkadziesiąt 
genów, natomiast inne, bardziej złożone, mogą ich mieć ponad 30 000. Dla przykładu, ludzki 
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materiał genetyczny  (tzw. genom)  zawiera  20  000  –  25  000 genów kodujących białka. Dla 
porównania genom B. subtilisa  ok. 4100 genów. 
 
Bacillus subtilis 
 
Bacillus  subtilis  jest  to  bakteria występująca  powszechnie w  glebie  (Rys.  1).  Potrafi  ona  z 
ogromną łatwością dostosowywać się do otoczenia i rozmnażać się w zmiennych warunkach 
środowiska jak zmiany temperatury, pH, zasolenia czy nawet brak dostępu do pokarmu.  
 
 
 
 
 
Rys. 1. Schemat budowy DNA oraz komόrki B. subtilis.   
 
Ze względu na  łatwość pozyskiwania  i hodowli, a  także  szybkość z  jaką  się  rozmnaża, B. 
subtilis  chętnie  jest  wykorzystywany  w  przemyśle.  Do  jego  popularności  zarόwno  w 
przemyśle  jak  i wśrόd  naukowcόw  przyczynia  się  także wspólna  dla wszystkich  bakterii 
umiejętność  wchłaniania  DNA  z  otoczenia  oraz możliwość  produkcji  białek  (w  tym  też 
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białek  innych  organizmów w  oparciu  o  ich  informację  genetyczną)  i wydzielania  ich  na 
zewnątrz komórki. Pojedyncza komórka B. subtilisa może być zatem widziana  jako swoista 
“fabryka  białek”.  Biorąc  pod  uwagę  fakt,  że  w  1/1000  litra  pożywki  bakteryjnej  mogą 
znajdować się miliony komórek, bakteria ta jest niezwykle atrakcyjna nie tylko w przemyśle 
biotechnologicznym  (hodowle  bakteryjne  sięgają  rzędu  nawet  kilku  tysięcy  litrów)  ale 
również farmaceutycznym i spożywczym.  
 
Jak zbudowane są geny? 
 
Nośnikiem  informacji genetycznej  są geny. Zbudowane  są one  z DNA  ‐  związku którego 
budulcem są nukleotydy: cztery podstawowe cegiełki oznaczone literami A, T, C i G (Rys. 1). 
Połączone  w  pary  nukleotydy  ułożone  w  określonej  kolejności  tworzą  sekwencję  genu. 
Kolejność ustawienia nukleotydów jest bardzo ważna, gdyż zawiera instrukcję wytwarzania 
białek.  DNA  ma  postać  podwójnej  nici  zwiniętej  w  spiralę  zwaną  helisą.  Helisa  DNA 
zwijając  się  dalej,  przybiera  kształt  chromosomu.  Kompletna  informacja  genetyczna 
nazywana  jest  genomem  i  składa  się  z  określonej  liczby  chromosomów.  Genom  bakterii 
zbudowany jest z pojedynczego chromosomu. Dla porównania, genom ludzki składa się z 23 
chromosomów.  
 
Jak wygląda produkcja białek? 
 
Wytwarzanie  (zwane  też  ekspresją) białek odbywa  się dzięki  „przetłumaczniu”  informacji 
genetycznej zawartej w DNA zgodnie z uproszczonym schematen. Geny ulegają ekspresji, 
gdy  następuje  „przepisanie”  (tzw.  transkrypcja)  zawartej w  nich  informacji  do  RNA,  na 
podstawie którego wytwarzane są białka (tzw. translacja czyli przetłumaczenie informacji z 
RNA na białko). 
 
 
 
 
 
Produktami  transkrypcji  są  jednoniciowe  mRNA  (informacyjne  tzw.  matrycowe  RNA) 
będące  pośrednikiem  przenoszącym  informację  genetyczną  między  DNA  a  białkiem. 
Następnie  w  fazie  translacji  ma  miejsce  synteza  białka.  Odbywa  się  ona  przy  pomocy 
cząsteczek  tRNA  (transferowe  RNA),  które  w  oparciu  o  informację  zawartą  w  mRNA 
dobierają  odpowiednie  aminokwasy,  z  których  budowane  jest  białko.  Im  więcej  kopii 
danego mRNA,  tym więcej  szans  na wyższy  poziom  białka.  Relatywną  ilość wszystkich 
kopii  RNA  w  komórce  (tzw.  profil  ekspresji)  można  oszacować  przy  pomocy  opisanej 
poniżej technologii mikromacierzy DNA. 
DNA  Transkrypcja RNA Translacja Białko 
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Rola regulatorów 
 
Zarządzanie tak dużą  liczbą genów w tak małej przestrzeni,  jaką  jest komórka, to ogromne 
wyzwanie  dla  B.subtilis. Dlatego  też  ze względu  na  oszczędność  energii  ciągłej  ekspresji 
podlegają  jedynie nieliczne  geny,  których produkty  są niezbędne do przeżycia  bakterii w 
każdych  okolicznościach  (np.  elementy  rybosomów  czyli maszynerii do  syntezy  białek w 
komórkach).  Pozostałe  geny  natomiast  angażowane  są  tylko  “na  żądanie” w  określonych 
sytuacjach,  np.  pod  wpływem  stresu  (wystawienia  na  niekorzystne  warunki  np. 
wysoka/niska temperatura czy zakwaszenie środowiska).   
Organizmy posiadają  czynniki  transkrypcyjne,  tzw.  regulatory,  czyli białka, które  regulują 
aktywność genów na poziomie  transkrypcji. Białka  te wiążąc się do DNA, mogą hamować 
(represory) lub aktywować (aktywatory) proces ekspresji danego genu.  
 
W sekwencji genomu B. subtilisa zakodowanych jest ponad 250 czynników transkrypcyjnych.  
Regulacja genów to bardzo złożone zjawisko ze względu na następujące aspekty: 
(iv) regulatory  mają  możliwość  występowania  jako  aktywatory  lub  represory  jak 
również łączenia obu tych funkcji,  
(v) jeden gen może być regulowany przez więcej niż jeden czynnik transkrypcyjny  
(vi) jeden czynnik transkrypcyjny może modyfikować ekspresję innego.  
 
Proces  ten  odgrywa  niezwykle ważną  rolę w  dostosowywaniu  się  bakterii  do  otoczenia. 
Przykładem  regulacji  genów  jest  faworyzowanie  glukozy  jako  najkorzystniejszego  źródła 
energii w  procesie  zwanym  represją  kataboliczną.  Bakterie  zarządzają  swoimi  zasobami 
energii w  jak najbardziej wydajny  sposób zapewniający  im  jak najszybszy wzrost, a  także 
pozwalający  im przeżyć w konkurencyjnym  środowisku. W procesie  represji katabolicznej 
regulator o nazwie CcpA (ang. catabolite control protein A) hamuje ekspresję genów służących 
do pozyskiwania energii z bardziej złożonych cukrów, których rozkład wymaga większego 
nakładu energii w porównaniu z glukozą (CcpA występuje tu jako represor). 
 
Mikromacierze DNA  
 
Zasada działania 
Wykorzystane  w  tej  pracy  mikromacierze  DNA  to  czujnik  (zwany  też  chipem)  DNA 
umożliwijący  ocenę  profilu  ekspresji w  próbce  zawierającej  dany  typ  tkanki  lub  komórki 
bakteryjne. Mikromacierz DNA  to niewielka płytka  (np. plastikowa  lub  szklana), na którą 
naniesione są specjalnie przygotowane jednoniciowe cząsteczki DNA (tzw. sonda). Działanie 
mikromacierzy  opiera  się  na  podstawowej właściwości  DNA  polegającej  na  łączeniu  się 
nukleotydów w pary zgodnie z zasadą, iż nukleotyd A tworzy parę tylko z T, a C łączy się 
tylko  z G.  Jest  to  tak  zwana  zasada  komplementarności. Na  przykład  cząsteczka DNA  o 
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przykładowym  fragmencie  sekwencji  TAGGCA  połączy  się  ze  znajdującą  się  na 
mikromacierzy sondą o sekwencji ATCCGT.  
 
Wyniki testów i ich zastosowanie 
Opisaną technikę stosuje się m.in. do wykrycia obecności ekspresji genów czy określenia ich 
sekwencji. Już przed wprowadzeniem mikromacierzy DNA na rynek (1996 rok) prowadzono 
badania oparte na  zasadzie komplementarności DNA, które umożliwiały  analizę kilku do 
kilkudziesięciu genów. Pojawienie się mikromacierzy DNA miało rewolucyjne znaczenie dla 
testów  biologicznych,  ponieważ  umożliwiły  one  przetestowanie  poziomu  ekpresji  wielu 
tysięcy genów, czy wręcz wszystkich genów danego organizmu, w jednym eksperymencie.   
 
Przebieg eksperymentu 
Do  ekspermentów  w  niniejszym  projekcie  wykorzystano  B.  subtilis  ze  wględu  na  pełną 
znajmość sekwencji genomu tej bakterii (scharakteryzowanego w 1997 roku). Każdy z ponad 
4100  genów  B.  subtilisa  znajduje  się  w  ściśle  określonym  miejscu  na  przygotowanym 
wcześniej  czujniku DNA. Wyizolowane  z  komórek  B.  subtilis  cząsteczki mRNA  poddane 
zostają procesowi odwrotnej transkrypcji, czyli przepisania informacji z mRNA z powrotem 
na DNA. Uzyskane w  ten  sposób  twz.  cDNA  (komplementarne DNA)  zostają  oznaczone 
specjalnymi barwnikami  fluororescencyjnymi  (np.  czerwonym  i  zielonym). Po naniesieniu 
prób  zawierajacych  wyznakowane  cDNA  na  płytkę  mikromacierzy  następuje  ich 
hybrydyzacja (t.j. wiązanie oparte na zasadzie komplementarnosci sekwencji) do sond DNA 
obecnych  na  płytce.  Po  hybrydyzacji  mikromacierz  pobudzona  zostaje  laserem  w  celu 
odczytu  sygnału.  Jesli  dany  gen  jest  aktywny  (t.j.  ulega  ekspresji)  w  badanej  próbce, 
odpowiadajaca mu  sonda DNA bedzie emitować  swiatło. Dane uzyskane z  testów zostają 
komputerowo  przekształcone w  obraz,  na  którym  intensywność  poszczególnych  kolorów 
pokazuje  poziom  ekspresji  genu  i  jego  zmiany  wywołane  zmianami  warunków 
eksperymentalnych. Do  oceny  intensywności  koloru  i  jej  zamiany  na  liczby  oraz  dalszej 
analizy  wyników  niezbędne  są  rόżne  specjalistyczne  programy  komputerowe. 
Eksperymenty wykorzystujące  technologie mikromacierzy DNA  generują  olbrzymie  ilości 
danych,  dlatego  też  ich  analiza  jest  dość  trudnym  i  czasochłonnym  wyzwaniem.  Dla 
przykładu,  w eksperymencie przedstawionym w rozdziałe 5,  w którym dwa różne szczepy 
B. subtilisa zostały przebadane w 4 niezależnych fazach wzrostu (próbki/komórki hodowano 
w cztery różne dni, tzw. powtórzenia biologiczne, a dodatkowo każda płytka DNA zawiera 
2 kopie danego genu), zostało ostatecznie zebranych więcej niż  ćwierć miliona pomiarów! 
Rys.  2  przedstawia  przebieg  eksperymentu  na  przykładzie  ekspresji  genów  B.  subtilis w 
środowisku neutralnym oraz w obecności kwasu mlekowego. 
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Rys. 2. Przebieg eksperymentu z użyciem mikromacierzy. 
 
 
Zakres badań tej pracy 
 
Niniejszy  projekt  zakładał  realizację  dwóch  celów:  (i)  rozwój  technologii mikromacierzy 
DNA  oraz  (ii)  wdrożenie  tej  technologii  w  celu  zbadania  wpływu  różnych  warunków 
stresowych  napotkanych  na  przykład  w  trakcie  procesu  fermentacji  w  przemyśle 
spożywczym.  W  pracy  tej  zanalizowano  poziom  ekspresji  genów  bakterii  B.  subtilis  w 
odpowiedzi na stress czy zmienione warunki metabolizmu cukrów. Warunkiem wstępnym 
do  realizacji  projektu  było  rozwinięcie  technologii  mikromacierzy  DNA,  co  okazało  się 
bardzo  trudnym  i  czasochłonnym  wyzwaniem  opisanym  szczegółowo  w  rozdziale  2. 
Zaprezentowane  badania  w  dalszych  rozdziałach  koncentrują  się  na  trzech  różnych 
czynnikach stresogennych:  
(i) nadprodukcja białek heterogennych, czyli pochodzących z obcego organizmu (rozdział 3),  
(ii) wystawienie na działanie słabego kwasu organicznego (rozdział 4) oraz  
(iii) zaburzenia w regulacji metabolizmu węglowodanόw (rozdział 5 i 6). 
 
W  rozdziale  3  komórki  B.  subtilis  poddane  zostały  stresowi  wywołanemu  przez 
nadprodukcję  i  wydzielanie  heterogennej  (tj.  pochodzącej  z  innej  bakterii)  α‐amylazy. 
Amylazy  to  enzymy  wykorzystywane  w  przemyśle  spożywczym.  Ekspresja  dziesiątek 
genów uległa zmianie, m.in. genów biorących udział w procesach sporulacji (tworzenia form 
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przetrwalnikowych)  oraz  poruszania  się.  Rozdział  ten  jest  jedynym,  na  potrzeby  którego 
zastosowano komercyjne makromacierze oraz metodę rodioaktywnego znakowania prób, z 
uwagi na  fakt,  iż metoda mikromacierzy nie była wówczas w pełni  rozwinięta w naszym 
laboratorium. 
 
Rozdział  4  prezentuje  analizę  wzrostu  oraz  profile  ekspresji  uzyskane  po  wystawieniu 
komórek  na  kwas  mlekowy  w  dwóch  różnych  pH  (miara  zakwaszenia  środowiska:  im 
niższa  wartość  tym  bardziej  zakwaszone  środowisko:  pH  7.0  odpowiada  neutralnemu 
środowisku; pH 5.5 w którym B. subtilis był w stanie się namnażać; oraz pH 5.0 w którym 
jego wzrost został calkowicie zahamowany). Słabe kwasy organiczne wykazują właściwości 
hamujące rozwój nieporządanych bakterii i są z tego względu często stosowanym środkiem 
konserwującym. Rozszyfrowanie mechanizmów regulujących odporność mikroorganizmów 
na te kwasy ma dlatego duże znaczenie dla przemysłu spożywczego. W przeprowadzonych 
tu  eksperymentach  zaobserowane  zostały  rozmaite  mechanizmy  adaptacji  B.  subtilisa  w 
obecności kwasu mlekowego w pH 5.5, np. zmiany w ścianie i błonie komórkowej. Ponadto 
zidentyfikowane  i  zbadane  zostały  szczepy  z  nadekspresją  genόw  w  celu  wskazania 
potencjalnych  kandydatów  charakteryzujących  się  ulepszonym  wzrostem  w  warunkach 
silnego  stresu  kwasu  mlekowego  (pH  5.0).  Tylko  jeden  z  kandydatów  wykazał  lekką 
poprawę wzrostu w warunkach stresowych. 
   
W rozdziale 5 scharakteryzowany został regulon CcpA, czyli zestaw genów regulowanych 
przez  ten  czynnik  transkrypcyjny.  CcpA  jest  głόwnym  regulatorem  metabolizmu 
węglowodanόw  (cukrów).  Eksperyment  przeprowadzono  w  czterech  różnych  fazach 
wzrostu porównując komórki B. subtilisa posiadające regulator CcpA oraz te, z których został 
on usunięty (tzw. mutant CcpA). Takie podejście pozwoliło na pokazanie: (i) dynamicznego 
rozwoju regulonu CcpA w czasie, (ii) wpływu CcpA nie tylko na metabolizm cukrów, ale i 
też na rόżne inne procesy komórkowe oraz (iii) identyfikację nowych genόw tego regulonu. 
 
In  rozdziale  6  przeanalizowano  wpływ  mutacji  punktowych  (wymiana  jednego 
aminokwasu)  CcpA  na  jego  funkcję  jako  regulator  ekspresji  genów.  Analiza  profilów 
ekspresji wykazała, iż jeden typ mutacji ma znikomy wpływ na działanie CcpA, podczas gdy 
pozostałe  trzy  w  dużym  stopniu  wpływają  na  funkcjonowanie  tego  czynnika 
trankrypcyjnego.  Wnioski  te  potwierdzone  zostały  przez  eksperymenty  ze  zużyciem 
glukozy wykazujące,  iż  jedynie  niezmutowany CcpA  podobnie  jak mutant  z  nieznacznie 
zmienionym  profilem  ekspresji  w  sposób  preferencyjny  zużywały  zasoby  glukozy  w 
pożywce. Natomiast pozostałe trzy mutanty ze znacząco zmienionym profilem ekspresji nie 
zużywały  tego  cukru w  preferencyjnej  kolejności  (podobnie  jak  i  B.  subtilis  z  całkowicie 
zmutownym CcpA), co podkreśla, iż te trzy mutacje punktowe mają „niszczący” wpływ na 
białko poprzez zmianę jego struktury.   
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Wreszcie  rozdział  7  prezentuje  dyskusję  na  temat  wszystkich  danych  uzyskanych  w 
rozdziałach  poprzedzających.  Ponadto  autor  zajmuje  krytyczne  stanowisko  wobec 
technologii  mikromacierzy  DNA  oraz  przedstawia  perspektywy  przyszłych  badań. 
